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(54) Bezeichnung: MAGNETISCHES PIGMENT 
(57) Abstract 

Magnetic particles have a substantially pore-free outer glass surface, or an outer glass surface with pores having In* than in «m 
IXSfilXSZ PartiClCS 8glaSSSUrfaCeare pKf ^ *> iso,ate SslSXi a m$ 

(57) Zusammeefassnng 

d. in ! Part ^ kC i mit eiDer * Ufi ! 1 ^ G !f oberflach e. die im wesentlichen porenfrci ist oder Poren ernes Durchmessers van wenieer 

mJLT £ i^f^ Partikel mit einer Glasoberflache, sind bevorzugt einsetzbar bci der Isolierung von b£S 
Matenalien aus Proben. Sie gewahren eine rasche und zuverlassige Reinigung. moiogiscnen 
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Magnetisches Pigment 



Gegenstand der Erfindung sind magnetische Partikel mit einer Glasoberflache Verfahren 
-Reuugung e,nes biologischen Material, insbesondere von Nu^einsauren 

dxe iDberfuhrung von b^schen Materialien aus Lasungen mit hoher Konzentration an 
SalzenmLosungen mit niedriger Konzentration an Salzen. 

ManchebiologischenMaterMe^^besondereNuldein^ 
IsoherungausdernatarHchenUmgebungbesondereAnfo^^ 

aehungsweise Bestimmung, beeintrachtigen. 

In jiingerer Zeit hat es daher nicht an Versuchen gefehlt, Verfahren und Materialien zur Iso 
^gvonN^einsaurenausihrernat^ 

^•^"5-619(1979)^ 

Gegenwart von Natriumjodid in gemahlenem Flintglas beschrieben. 

In Anal. Biochem. 121, 382 - 387 (1982) ist die Reinigung von Plasmid DNA aus Bakterien 
an Glasstaub in Gegenwart von Natriumperchlorat beschrieben. 

In DE-A 37 34 442 ist die Isolierung von einzelstrangiger M13 Phagen-DNA an Glas 
^tern^ 

sfcoren werden nach Waschen nut emem methanolhaltigen Puffer in Tris/EDTA-Puffer elu- 
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In Anal. Biochem. 175, 196- 201 ri9JW ic* u L 

DNA bus J££? ^ » R ^»S vo„ 

T«taik em^^ ZeLfuS ™ C ? ^ „„„ den) 

Viebah. von f«en u„d getesten S«TZ!t^ NuMa " sto «' * "ndem eine 
uonenm^eichendemMaBezuentfemen. ™ beMlm,M<! R«i- 

'"^^^^er,^ dan 
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Gegenstand der Erfindung sind magnetische Partikel mit einer auBeren Glasoberflache die 
•in wesenthchen porenfrei ist oder Poren eines Durchmessers von weniger als 10 nm auf- 
weist. Em weiterer Gegenstand sind ferromagnetische Partikel mit einer Glasoberflache 
VerfahrenzurlsoUerungbiologischerMaterialien, insbesondere von Nukleinsauren, sowie 
Verfahren zur Herstellung magnetischer Glaspartikel. 

Als Partikel bezeichnet der Fachmann feste Materialien mit einem geringen Durchmesser 
M^chmal bezeichnet man solche Partikel auch als Pigmente. Im Sinne der vorliegenden ' 
Erfindung smd besonders Partikel geeignet, die eine durchschnittliche Korngrofie von 
wemger als 100 um haben. Besonders bevorzugt weisen sie eine durchschnittliche Korn- 
groBe von zwischen 10 und 60 um auf. Bevorzugt ist die KorngroBenverteilung relativ 
homogen, msbesondere Iiegen nahezu keine Teilchen < 10um oder > 60 um vor. 

Als magnetisch werden Materialien bezeichnet, die durch einen Magnet angezogen werden 
konnen, d. h. beispielsweise ferromagnetische oder superparamagnetische Materialien Als 
magnettsch werden auch Materialien verstanden, die als weich magnetische Materialien be- 
zeichnet werden, z. B. Ferrite. Besonders bevorzugt im Sinne der Erfindung sind ferro- 
magnetische Materialien, insbesondere wenn sie noch nicht vormagnetisiert wurden Unter 
Vonnagnetisierung ist in diesem Zusammenhang das Inkontaktbringen mit einem Magneten 
zu verstehen, wodurch die Remanenz erhoht wird. Besonders bevorzugt sind ferromagne- 
tische Materialien, wie z. B. Magnetit (Fe 3 0 4 ) oder Fe 2 0 3 . 

Unter einer auBeren Oberflache eines Partikels wird die zusammenhangende Oberflache ver- 
standen, von der in Richtung auf die Umgebung des Partikels Senkrechte gebildet werden 
konnen, die dasselbe Partikel nicht noch einmal schneiden. 

Unter eine Pore wird eine Ausnehmung m der auBeren Oberflache des Partikels verstanden, 
bet denen die Oberflache soweit in das Partikel hineinreicht, daB eine in der Ausnehmung 
auf der Oberflache gebildete gedachte Senkrechte in Richtung auf die nachstliegende Um- 
gebung des Partikels das Partikel mindestens Imal schneidet. Poren reichen auBerdem tiefer 
als em Radius der Pore in das Partikel hinein. 

Unter einem Glas im Sinne der vorliegenden Erfindung wird ein siliciumhaltiges amorphes 
Matenal verstanden. Das Glas kann weitere Materialien enthaltenen, z. B. 
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B 20 3 (0-30%), 

^3 (0-20%), 

Ca ° (0-20%), 

Ba O (0-10%), 

K 2° (0-20%), 

N 2° (0 - 20%), 

M 80 (0-18%), 

Pb 203 (0-15%). 



M. sich OberfUchen Zt^f' ° ^ K " haUm ^ ^ ^ers 

Gel science - The physics and che^of^^ ^ &W " Scherer ' S °' 

Publishers 1994, Seta 450 * so*, inDE^™ dpT^"™" 

und DE-A-421 7419 u • «. - DE -A-3719339, DE-A-41 17041 

^gvonbiolo^Z^f Prt- «-*««*»*«-*, diebeider 

^^Mro.ys.ert.InderG^S^ 8 ' vor- 
ata »*««ilifa>t8UsauA ! eaihrt. miete ^ u "B™»"°emNahiumborc- 

Na0H ^ BA ♦ ^ + si(0R)< 1^ 

~» NaOH + 3,0, + <A1(0H)j> + 
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OH 
I I 

B-O-AI-Si-OH 
I 

O- Gel 

Na+ 



► (Na 2 OB 2 0 3 -Al 2 0 3 Si0 2 ) olat 

Gang gesetzt. D W ReakUon verUuft re lativ rasch, da die Alkaliionen katalytisch auf die 
Hydrolysegeschwmdigkeit des Kieselsaureesters einwirken. Nach Ablauf der Gelbildung 
kann das entstehende Gel getrocknet and durch einen themxischen ProzeB zu einem Gli 
veraichtet werdeiL 

Das Mengenverhaltnis Sol/Pigment hat einen erheblichen EinfluB auf die Ausbeute an erfin- 
dungsgemaBenmagnetischen Pigment. Grenzen sind dadurch gegeben, daB derPigmentan- 

ptTeTTr- n ° Ch ^ ^^^entstehtBeizugeringem 
parted wd der FeinameU, z. B. von nicht-magnetischem Material zu groB und st6rt 
Ah un Hinbhck auf die Pigmentausbeute zweckmaBige Mengenverhaltnisse wurden 10 bis ' 
25 g Pigment/100 ml Sol gefunden. 

Die ^fschlammung wird zur Entstehung eines Pulvers bevorzugt durch eine Duse ver- 
spruht und das Aerosol auf einer Fallstrecke getrocknet. Die Duse wird bevorzugt geheizt 

D^b^^Tn f AufSCWammU ^ - ^hleunigen.AbhangigvonderGeometnel 
Du* betragt dl e Dusentemperatur bevorzugt ca. 120 bis 200°C. Ein KompromiB wird ge- 
funden durch ausreichende Verdampfungsgeschwindigkeit, jedoch Vermeiden von Ver 
spntzen. 

Im Hmblick auf die Ausbeute ist die Verdichtungstemperatur mOglichst hoch zu wahlen 1st 
a ejedoch^hocl, verklebendiePartikeluntereinander U nd es bUden sich Agglomerate die 
herausgeaebt werden sollten. Die Nachbehandlung unter Luft fuhrt bei zu hohen Temper 
t» emem Verlust der magneuschen Eigenschaften, weshalb zu hohe Temperaturen 
vermieden werden sollten. 

Iter*, ™,Hchen porenfrei™ OberfUche v™„ eine Oberfltche vemand^ die a, 
«™ger als 5 /., bevonag, waiger als 2 %, binders bev 0raigt ^ %i ^ 
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on weniger als 10, besonders bevorzugt 1 nm. 
°ltamm, welche racht von hJm • Wumeatf der Oberfliche da 

wenn die Oberffche », »o„ to, wesemllZ, ^ ^™ poras «*> k™. 

tJberraschendenveise sind die erfindunesgemlGen u „ 

baft zur Isolienuig ^M^Z^r T*» ™* 

^Ndcleinstoensebrwenigod er^mctaaL^ 

den. Das Material des Kerns te d«if * "»»**»» inunobiiisien wer- 

* ^ aJ^J*' htU is. da«bes hi,™* 

"P. sind, erheblicbe Voneile ^Zt ^""^'^ Oasoberfttche dber- 

"en-em, sie asuschlieBUch unter EWW sdn ^f M . "T* 01 «*- 

— .^ZTi^S. * At -^«>»eMa 8 „e tf e 1 de M „ B 

^ssig W ge S a nmeItw rdrlr^^ CTM ^^^ S '^^^e». 
MerienbioMscbe^^^^ 
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Die Glasoberflache der erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partikel icann porenfrei sein 
Oder aber Poren enthaiten. Aus den oben genannten Griinden fiir die erfindungsgemaBen 
magneuschen Partikel 1st es bevorzugt, daB die auBere Oberflache auch der ferromagne- 
tischen Partikel im wesentlichen porenfrei ist oder Poren eines Durchmessers von weniger 
als 10 nm aufweist. Auch die erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partikel haben bevor- 
zugt eine KorngroBe zwischen 10 und 60 urn, besonders bevorzugt 20 und 50 nm Be- 
sonders bevorzugt sind Partikel, bei denen eventuell in der Oberflache vorhandene Poren 
einen Durchmesser von weniger als 10, besonders bevorzugt 1 nm haben. Ein Beispiel fiir 
einen erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partikel ist der oben genannte Verbundstoff 
aus Glimmer- und Magnetitpartikeln, umschlossen von einer Glasschicht. 

Ebenfalk Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Isolierung eines biologischen 
Materials durch 

- Inkontaktbringen einer Probe, die das biologische Material in einer Flussigkeit enhalt, 
mit den erfindungsgemaBen magnetischen Partikeln oder den erfindungsgemaBen 
ferromagnetischen Partikeln unter Bedingungen, bei denen das biologische Material an 
die Partikeloberfiache bindet, und 

- Abtrennung des biologischen Materials von der Flussigkeit. 

Unter biologischen Materialien werden Materialien auf partikularer oder molekularer Basis 
verstanden. Hierzu gehdren insbesondere Zellen, z. B. Viren und Bakterien aber auch 
humane und tierische isoHerte Zellen, wie Leukozyten, sowie immunologisch aktive nieder- 
und hochmolekulare chemische Verbindungen, wie Haptene, Antigene, Antikorper und 
Nuklemsauren. Besonders bevorzugt sind Nukleinsauren, z. B. DNA oder RNA 

Proben im Sinne der Erfindung sind beispielsweise klinische Proben, wie Blut, Serum, 
Mundspulflussigkeit, Urin, Zerebralflussigkeit, Sputum, Stuhl, Punktate und Knochenmark- 
proben D ie Probe kann auch aus dem Bereich der Umweltanalytik, der Lebensmittelanaly- 
t& oder der molekularbiologischen Forschung, z. B. aus Bakterienkulturen, Phagenlysaten 
und Produkten von Amplifikationsverfahren, z. B. PCR, stammen. 

ErfindungsgemaB haben die magnetischen Partikel einen inneren Kern, auf den die auflere 
Glasoberflache aufgebracht ist. Bei dem Kern kann es sich urn einen Verbundstoff, jedoch 
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auch urn einfache Eisenkerne handeln Der Kern I™ 

keramischen oder glasartken Stn,.T' k u ^ ^ aMr kristaUinen od <* 

glasarugen Struktur bestehen, b die Eisenoxid eingelagert ist 

Medium modiMm seta, nicht taT^ T^ ^ * Zctel ""•"""to 

^Ve^^^ 1 ^*^^- AnchetaeKomotaedon 

™> ErtaUt von Nukletaau™ f "'*' -^chlufiverftta™ 

und Ausubel et al • Pur™** d. . . . « wu '««ory rress, Lold Spring Harbour, NY 

uoei ei ai.. current Protocols in Molecular Bioloev 1987 T vi j c 
verwiesen. aioiogy 1987, J. Viley and Sons, NY, 

8Wra< * L tte Bedmgungen hieriilr hSngen von 
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L l Tf ^ Shld jed ° Ch prinzi P ieU bekannt - Sie -hten sich auch 

f ^ QbCr ^ d " bi ° l08iSChe ^ M die 0berf1 ^ gebunden 
, S0Uen be,s P lelsw «* immunologic Wechselwirkungen fur die Bindung ausgenutzt 
werden, so mussen Bedingungen gewahlt werden, die fur die Bildung von ImmunkoLiexen 
gee.gnet^d.FarNukieia^renistimFaOdermodifizi^ 

uber die Gruppen der Nukleinsauren moglich, die die Modifizierung darstellen, , B. B Jn 
uber d,e Bmdung an mit Streptavidin beschichtete Oberflachen. Insbesondere bei Nuklein- 
sauren ^ Jedoch der Fall der direkten Bindung von Nukleinsauren an Glas bevorzugTunter 

Nuld^nsauren gebunden werden k6nnen. Die Bindung nativer Nukleinsauren an Glaspar- 
Ukel kann analog zu Verfahren des Standes der Technik erfolgen. Bevorzugt erfolgt L in 
Gegenwart chaotroper Sake, wobei die Konzentration dieser Salze zwischen 2 und 8 mol/l 
betrag, bevorzugt 4 bis 6 mol/1. Bei chaotropen Salzen handelt es sich z. B. urn Natrium- 
jodtt, Namumperchlorat, Guanidininiumthiocyanat, Guanidiniumisothiocyanat oder Guani- 
dmiumhydrochlorit, ist jedoch nicht auf diese Verbindungen beschrankt. 

Zum lnkontoktbringen der Probe mit den Partikeln wird die Probe mit den Partikeln ver- 
mzscht und fir eine fur die Bindung ausreichende Zeit inkubiert. Die Lange der Inkubation 
>st dem Fachmann in der Kegel aus der Behandlung mit nicht-magnetischen Partikeln be- 
kannt, erne Optimierung ist durch Durchfuhrung einer Bestimmung der Menge an nnmobiU- 
» hologischem Material an der Oberflache zu verschiedenen Zeitpunkten moglich 

FurNukleu^renkonnen^bationszeitenzwischen 10 Sekunden und 30 Minuten ' 
zweckmaBig sein. 

iziz*' T T d rr snetischen partikei findet schon « - 

erne Separate der Parfkel von der Flussigkeit statt oder erhalt sich die Suspension uber 
langereZeU. Wenn diePartike. eine sehr kleine KomgrOBe aufweisen und superpara- 
magneusch and, erhalt sich die Suspension uber einen langeren Zeitraum. Handelt es sich 
urn Partake! nut einer grOfleren Korngrofle, so findet bereits wahrend der Inkubation eine 
langsame Separation der Partikei von der Flussigkeit statt. Insbesondere wenn es sich urn 

Die LnmobiUsierung findet bevorzugt nicht durch Ausfallung durch Erniedrigung der Los- 
hchkeu der zu immobilisierten MateriaUen statt. Stattdessen beruht die ImmobiUsierung auf 
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«*es ab, i„ dem die ZZ^T ^ ^ von der An des 

D^kdnnendieimgnenachenPanilcel eevwlllsclamf ,,,, . . 

-WereedeVen^J" ^^ eTO ^™*^«.jedochnich. 

*ugt dne Reason der tZLuZ ^ "* ^ ?mikd " ««■ W 
^ei^^Ue^^IT^f 4 ^' *"**»«—«* A*. 

aur Bindung dea biologiaehen Materids. P ^ " dOT * M S^=» Scbritt 

SKhenMalerialun, native Nuldri n «„ ™~™* oM l *» « ach bei dem biolc- 

8EST AVAILABLE COP/ 
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Elutionspuffer Tris. In einer anderen besonderen Ausfuhrungsform handelt es sich bei dem 
Elutionspuffer urn entmineralisiertes Wasser. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform kann das beschriebene Reinigungs- und Isolierungsver- 
fahren un AnschluB an eine immunomagnetische Separation von Zellen (z. B virale Partikel 
Oder prokariontische bzw. eukariontische ZeUen) aus einer Korperflussigkeit oder einem 
Gewebe erfolgen. Hierzu wird die Probe mit magnetischen Partikeln, an welche ein Anti- 
kbrper gegen ein Antigen auf der Zelle immobilisiert ist, z. B. unter Schiitteln inkubiert 
Solche Partikel konnen erfindungsgemaGe Partikel sein, aber auch kaufliche (z B MACS 
Microbeads der Firma MUtenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, BRD). Nach Anlegen 
ernes Magnetfcldes erfolgen ein oder mehrere Waschschritte mit einer salzhaltigen 
Waschlosung. Man erhalt Partikel, an welche die gewiinschten Zellen gebunden sind 
SchheBlich werden die gebundenen ZeHen in einem salzhaltigen Puffer resuspendiert In 
emer bevorzugten Ausfuhrungsform ist dieser salzhaltige Puffer eine chaotrope Salzlosung 
so daB die in der Zelle vorhandenen Nukleinsauren aus den Zellen freigesetzt werden. 

Durch Kombination der oben beschriebenen Isolierung von Zellen mit der ebenfalls be- 
schnebenen IsoUerung von Nukleinsauen, bevorzugt in ihrer nativen Form, an den erfin- 
dungsgemaBen magnetischen Partikeln, ergibt sich ein besonders vorteilhaftes Verfahren zur 
Isolierung von Nukleinsauren aus zellhaltigen Proben. Vorteil dieser Ausfuhrungsform ist 
die mogliche Einfechheit (Shgle-Tube-Methode), hohe Sensitivitat (besonders wichtig in 
der medudnischen Mikrobiologie und Onkologie) und die leichte Automatisierbarkeit. 

Die als Folge der erfindungsgemaBen Verfahren isolierten biologischen Materialien konnen 
nun m bel.eb.ger Weise weiter verwendet werden. Beispielsweise kbnnen sie als Substrat for 
verschiedene enzymatische Reaktionen verwendet werden. Im Falle der Nukleinsauren seien 
als Beispiel die Sequenzierung, die radioaktive oder nicht-radioaktive Markierung, die 
Amphfikation einer oder mehrerer in ihr enthaltender Sequenzen, die Transkription, die 
Hybndisierung mit markierten Sondennukleinsauren, die Translation oder die Ligation ge- 
nannt. Em Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens ist, daB die Abtrennung des biolo- 
gischen Materials von der Fliissigkeit sehr einfach ist. Im Stand der Technik wurde zur 
Sepanenmg von Glaspartikeln von Verunreinigungen entweder ein Zentrifogationsschritt 
angewandt, oder im Falle der Bindung des biologischen Materials an Glasfiberfilter die 
Hussigkeit durch diese Fliissigkeit gesaugt. Hierbei handelt es sich urn einen Umitierenden 
Schntt, der die Verarbeitung von groBen Probenzahlen behindert 
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Die Ausbeo.e an biologisehemtZ * Vm6mS eMfen « 

teller magneMeftar. «**"HW»-6« Panfcl « bevomi8 , 

InFigur 4 is, ein Gel der P^nia* aus Beispiel 4 geaeigt 

daa die Zeten! iZ^SSl^S ^ - vo.be- 

« Fen, voHi^ Hie., gebo,. , B t™ ^ * 

^ , B. Speichelproben. Der so vorberri^ pi! ^ *" 

Fes^has* bevooug. en ein. Perie nJZTT TO<1 m ™" ein an eine 

M. edcen^e undLen^ ^ ' ■"f" AWto ' per waiter 

** na* der SpLte deTzu fc^t TT 

» di. «l des^c^rstr" m -* * * - F «" 

FOr den Fall, daB es sich bei dee pTnhl ? * WiUKi 8ebumie »- 

^on geschehen. Im Fate von n^^f^VT " ^ durch 
•ines MagnetfeUes » * ^ZZTfT. * *" Ab,rc " ,U, " 8 dUI * 
nn.einesFlassigJceUg^^rVet K ^ DieS ^ me ° Mt »»^ 
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de* AnschlieBend find* die Zerstorung der Zellen statt, die sogenannte Lyse. Eine Mog- 
hchkert ,st durch die Behandlung der Zellen nut chaotropen Salzen gegeben. Andere Mog- 
hchkeiten sind die Einwirkung von Proteinasen und Detergenzien. 

Zu Lysemis chung werden in der bevorzugten Aus&hrungsfonn die erfindungsgexnaBen 
Partxkei zugegeben. Nach einer geeigneten Einwirkungszeit, die uber die Beladung der 
Oberflache rnit Nukieinsauren optimiert werden kann, werden die Partikel von der sie um- 
gebenden Hussigkeit, die weitere und nicht nachzuweisende ZellbestandteUe enthait ge- 
trennt. Dies geschieht wiederum bevorzugt durch Anlegen eines magnetischen Feld* 
mittels eines Magneten an der Gefaflwand. 

Um eventueU noch anhaftende Verunreinigungen zu entfernen, wird bevorzugt mit einer 
Fluss,gke.t gewaschen, die so ausgewahlt wird, daB die zu bestimmenden Nukieinsauren 
s,ch mcht von der Glasoberflache ablosen. Zur Entfemung der Nukieinsauren von der Glas- 
oberflache wird ein sogenannter ElutionspufFer zugegeben, der Reagenzbedingungen auf- 
we,a, unter denen sich die Nukieinsauren von der Glasoberflache l6sen. Dies sind insbe- 
sondere Niedngsalzbedingungen. Je nach beabsichtigter Weiterbehandlung der Nukiein- 
sauren kann die FlQssigkeit nun von den Partikeln getrennt und weiterbearbeitet werden. Es 
m bevorzugt, diese Abtrennung bei anliegendem Magnetfeld vorzunehmen, so dafi die Par- 
tikel separiert voriiegen. 



folgenden Beispiele erlautern die Erfindung naher. 
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Bcispiel 1 

Es wurden 6 verschiedene Sole verwendet n,vxr „ 

Schemata durchgefuhrt: HerSte,Iimg der Sole ™* "ach folgende: 

Soll(Si0 2 :B 2 0 3 = 7 3) 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ H1 ml 0,15 MHC1 

Sol2(Si0 2 :B 2 03=4:l): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rnndi^ik 

100,5 ml TetraethylorthosiUcat ROhren *****ta. 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 16,3ml0,15MHCl 

borat. B P I ^ WMd,eZu 8a b evon + 25,6mlTrimethyI- 

AnschHeOend wird das Sol 2 Stunden bei 50 «>r „* u r, 
+ 16.3 ml 0,15 MHC1 Danach erfo, g< dieZugabe 



?e von 



Sol3(Si0 2 :B 2 0 3 = 85:15)- 

+ 7 mi wasserfreies unvergaUtes Ethanol 
+ 17,5 ml 0,15 MHC1 
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Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur soiange geriihrt wird 
to es einphasig wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von + 19,4 ml Trimethyl- 



Anschlieflend wird das Sol 2 Stunden bei 50 "C gehalten. Danach erfolgt die Zugab 
+ 17,5 ml 0,15 MHC1 



e von 



Sol 4 (Si0 2 :B 2 03 - 4: 1; 2 Mol% P 2 0 5 ): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter stiindigem Rahren durchgefiihrt 

100,5 rm TetraethylorthosiUcat 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 

+ 16,3 ml 0,15 MHC1 

Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur soiange geriihrt wird 

bis es emphasig wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von 
+ 25, 6 ml Trimethylborat 

m63*oh ^hq 2 StUnd6n b6i 50 ° C 8ehalten " Danach erfolgt die Zugabe von 

+ l,63gp 2 0 5 

Sol 5 (Si0 2 :B 2 0 3 = 4: 1 Mol% A1 2 0 3 ): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter stSndigem Ruhrem durchgefiihrt 

100,5 ml Tetraethylorthosilicat 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 

+ 16,3 ml 0, 15MHCI 

Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur soiange geriihrt wird 
bis es emphasig wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von 
+ 25,6 ml Trimethylborat. 

L° o^tna 2 StUnd6n bd 50 ° C 8ehalten - Danach erf0,gt die Zugabe von 

+ 3,06gAlCl 3 

Sol 6 (Si0 2 :B 2 0 3 = 4:1 Mol% Zr0 2 ): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem Ruhren durchgefiihrt 
100,5 ml TetraethylorthosiUcat 
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+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 16,3 ml 0,15 MHC1 

+ 2S,6mlTnmtthyIborat s"°=™n 
* W ri Zukomyp^ 70 Gew.% Lsg in i-Propano! 

Sol 2 bei 860 °C und bei den uhria.n « IT ' *** der Beschi ^tung mit 

Beispiel 2 



«EST AVAILABLE COF 
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Parameter 


GMP1 


GMP2 


GMP3 




Alterant? des Sols fh) (30°C\ 


36 


36 


36 




Pigmentanteil des Sols re/100 mh 


5 


15 


8 


20 


Luftstrom der Duse (%) 


100 


100 


100 


100 


Luftdruck (bar) 


6 


6 


6 


3 1 


Dusentemperatur ( 0 O 


135 


120 


130 


143 


Verdichtungstemperatur ( °C\ 


534 


534 


534 


615 


02-Nachbehandlune (1 Stunde) 


(300°C) 


(300°C) 


300°C) 


(400°C) 


Ausbeute an Piement 


niedrie 


hoch 


mittel 


hoch 


DNA-Ausbeute 


niedrie 


hoch 


hoch 


hoch 



Beispiel 3 



PC* Prpbenvorberefting „ M hnmanpn Vnllhl „, mit m? mischftn Glasj aartikjda 
Isolieiung der Nukleinsaure 



Von drei Glasmagnetpartikel-Chargen (GMP2 - 4) wurden je ca. 10 mg in Eppendorf 
ReaktionsgefaBen vorgelegt. Die genauen Einwaagen sind in Tabelle 1 angegeben, es 
wurden Dreifach-Bestimmungen durchgefiihrt. 

Zu je 200 ul aufgetautem Vollblut wurden 40 ul Proteinase K (20 mg/ml, hergestellt aus 
Lyopluhsat) pipetiert und sofort gemischt. AnschlieBend wurden 200 ul Bindepuffer (6 M 
Guanidin-HCl, lOmMTris-HCl, 10 mM Harm*,* 30 •/. Triton X-100, pH 4 4) zugege- 
ben, gemischt und fur 10 Minuten bei 70»C inkubiert. Nach Zugabe von 200 ul i-Propanol 
wurde fur 10 Sekunden auf dem Vortex-Mischer gemischt, die Probe fur 20 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert und abermals fur 10 Sekunden wie vor gemischt. Die Magnet- 
separation erfolgte fur wenigstens 30 Sekunden im Magnetpartikelseparator von Boehringer 
Mannheim ad,Nr. 1 641 794). Der Oberstand wurde abgenommen und wie weiterunten 
beschrieben analysiert. 



BEST AVAILABLE CO 



WO 96/41811 



PCT/EP96/02459 



-18- 



Aufarbeitung des Uberstandes 

«i <tan mi, 2 x 200 p. auf 70-c voJl ""^ """^e"" 

emeute Zentri- 



Analyse der Eluate und des Probenaberstandes 

10 ^ ontr °n) spektroskopisch vermessen. 
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Zwei 5 nl Aliquots der Eluate wurden als Doppelbestimmung durch Expand™ Long 
Template PGR (Boehringer Mannheim, Id,Nr. 1681 834) mit spezifischen Primem fir das 
menschliche tPA-Gen (erwartete Produktlange 15 kb) uberpruft. 

MkI P roAnsatz MixH proAnsatz 

aNIP.jelOOmM 1 p, Expand™ Puffer, 10 x 5 pi ' 

Primer 1, 200 ng/pl i„ Expand™ Polymerase 0,75,1 

Primer 2, 225 ng/pl 1 p, ^ ^ ^ ^ 

H2O, UiaL 17,1 



20,1 



25 pi 



Mix I wird in ein dunnwandiges PCR-Tube vorgelegt mit 5 pi Eluat versetzt und Mix II zu- 
gegeben. Der Ansatz wird kurz gemischt und mit 30 pi Mnearalol uberschichtet Die An- 
satze werden in .einem Perkin-Elmer Thermocycler 9600 mit folgenden Programm amplifi- 
ziert: 

2 Minuten g2°Q 
10 Sekunden Q2°C 

30 Sekunden *5°C i a 1 1 

12 Minuten 68«C ° Zyklen 

10 Sekunden 92°C 

30 Sekunden 65°P ^ , , 

12 Minuten + 68»C 
20 Sekunden pro Zyklus 

7 Minuten ggoQ 
anschlieBend 7°c 

Die 50 pi PGR Ansatze wurden mit 10 pi Proben-Puffer versetzt und davon 45 pi in einem 
0,8 %,gen Agarosegel elektrophoretisch bei 120 V fir 90 Minuten aufgetrennt. 
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Ergebnissp 



UMP/2 12 mg 

10 mg 
9mg 

GMP/3 10 mg 
10 mg 

10 mg 

GMP/4 10 mg 

11 mg 
10 mg 



Obcntand 

280 nm 




Tabelle 1: Ausbeute 



Nukleinsauren mit magnetischen Glaspartikeln 



aus 200 jd Blut 



Die l. Eluate waren noch leicht gelb gefarbt und teilweise mi 
kontaminiert. 



mit feinen Magnetpartikeln 



und spafflsche Amplifikaiomprodulce Mi, H ^ 8 



8EST AVAILABLE CCtf 
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15 kb Expand 


™PCR 


humanes tPA Gen 






1. Eluat 


2. Eluat 


GMP/2 


1 


fehlt 




+ + 




2 


+ 


+ 


+ + 




3 


+ 


+ 


fehlt 


GMP/3 


1 


+ 


+ 


+ + 




2 


(+) 


+ 


+ + 




3 


- 




+ + 


GMP/4 


1 


+ 


+ 


+ + 




2 


+ 


+ 


+ (+)* 




3 


+ 


+ 


fehlt 


K, BM Kontroll DNA 



Tabelle 2. Ergebnisse Expand™ PCR 



In FIG. 3 ist ein Gel nut den Reaktionsprodukten nach PCR-Amplifikation gezeigt. 
MWM mist ein Molekulargewichtsmarker (Huat 1, oben; Eluat 2, unten). 

Beispiel 4 

Bindung von DNA-Lanpenstandard an m ^ gnetische GU^ rti^ 

1. Vorbereitung der magnetischen Glaspartikel 

Von der Glasmagnetcharge GMP4 wurden 12 mg in Eppendorf-ReaktionsgefaBe vorgelegt. 

2. Lyse und Bindung 

In einem 1,5 ml Eppendorf-GefaB mit 12 mg magnetischen Glaspartikeln werden 900 ul 
Lysis-PufTer (4.6 M GuSCN, 45 mM Tris, 20 mM EDTA, pH 7,3) und 100 pi DNA-Probe, 
in der modellhaft DNA-Langenstandard m von Boehringer Mannheim (Katalog-Nr. 
528552) eingesetzt wurde, 2 bis 10 sec. gemischt, bis eine homogene Suspension entsteht. 
Die L6sung wird 20 min bei Raumtemperatur inkubiert, wobei alle 5 min gemischt wird. 

Die Magnetseparation erfogt fiir mindestens 15 sec in einem Magnetpartikelseparator. Der 
Uberstand wird abpipettiert. 
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3. Waschen und Trocknen 

mdemdasMagnetfeldentfemt 800„tT« gewaschen, 
ert, das Magnetfeld angelegt und der Uberstand schlieBlich abpipettiert wd. 

NachE„tfe m ungdesAcetonswerdendiePartikdlO^„bei56oci m Hei 2 b. oclf K • » 
nem Deckel getrocknet. "nHeizblockbei offe- 

4. Elution der DNA 

5. Analyse der Eluate 

B»F« el<les Elua t vol„« mwlrdemitProbeilpilffer 



BEST AVAILABLE CO? 
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Die Ausbeute an DNA mit magnetischen Glaspartikeln ist in Tabelle 1 dargesteUt 



Nr. 


DNA- Men ee 
iraStan 
dardfoKl 


net iigKCIgililcnS. 

Standard (Mefiwen) 
frel.Einheiten| 


rrobc 
Nr 


Pigment/ 
Bead-Typ 


HeUigkcilsimcra. encdmete DNA- crrechiictc DNA- 
Probe(Mcflwcrt) Mengc auf Mcngein 
frel.EinheitCTl Gelfng) . Probe fngl 


Recovery 
1%) 


1 
2 
3 


200 

175 
150 


65 
56 
51 


1 

2 


GMP4 
GMP4 


45 139 695 
39 120 600 


69,5 
60,0 


4 


125 


44 










5 


100 


37 










6 


75 


25 










7 


50 


17 










8 


25 


9 










9 


10 


4 











Tabellel. Ausbeute an DNA-Langenstandard IH mit magnetischen Glaspartikeln 

Das Agarosegel, das als Grundlage fiir die quantitative Auswertung diente, ist in FIG. 4 
dargesteUt. Es handelt sich urn ein l%iges Ethidiumbromid-gefarbtes Agarosegel. Spur 1 bis 
10 entspricht einer Verdunnungsreihe von DNA-Langenstandard m. 1: 1 ug DNA, 2: 
200 ng DNA 3: 175 ng DNA 4: 150 ng DNA 5: 125 ng DNA, 6: 100 ng DNA 7: 75 ng 
DNA, 8: 50 ng NDA, 9: 25 ng DNA 10: 10 ng DNA 



Spur 1 1 und 12 entspricht der von den magnetischen Glaspartikeln eluierten DNA bei Ein- 
satz von 200 ng DNA-Langenstandard. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhoferstr. 116 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: DE 

(F) POSTLEITZAHL: 68298 

(G) TELEFON: 0621 759 4348 

(H) TELEFAX: 0621 759 4457 



(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Magnetisches Pigment 

(HQ ANZAHL DER SEQUENZEN 2 
(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG 

(A) DATENTRDGER Floppy disk 

(B) COMPUTER IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 : 

(0 SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE:34Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(Q STRANGFORM: Einzelstrang 
(D)TOPOLOGIE: linear 

(ii) ARTDESMOLEKULS: Sonstige Nuclemsiure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodeoxyribonukleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
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ACTGTGCTTC TTGACCCATG GCAGAAGGGC CTTC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKtJLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodeoxyribonukleotid" 

(iu) HYPOTHETISCH: NEIN 
(xi) SEQUENZBESCHRETOUNG: SEQ ID NO: 2: 
CCTTCACTGT CTGCCTAACT CCTTCGTGTG TTCC 
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Patentanspriiche 



2- Ferromagnetische Partikel mit einer Glasoberflache. 

nanaene Poren ernen Durchmesser von weniger als 1 nm haben. 
6- V^n^IsoKerungebesbiologischenMaterialsdurch 

8. Verfahren zur IsoBerung von Nukleinsauren durch 

den k6nnen und ln Form an die Glasoberflache bin- 

- ^-^dergebundenenNukleinsaurenvonderFlassigkeit. 
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9. Verfahren gem&B einem der Anspriiche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dafl die Ab- 
trennung mit Hilfe eines Magneten geschieht. 

10. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 6 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB die 
magnetischen Partikel beim Inkontaktbringen mit der Probe nicht vormagnetisiert 
sind. 

1 1 . Verfahren zur Herstellung magnetischer Glaspartikel durch 

- Bereitstellung eines magnetischen Kernes und 

- UmschlieBen des magnetischen Kernes mit einer im wesentlichen porenfreien 
Glasoberflache. 

12. Verfahren gemaO Anspruch 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB das UmschlieBen die 
Abscheidung eines Sols auf der Oberflache und das anschlieBende Verdichten des Sols 
beinhaltet. 



13. Verwendung ferromagnetischer Glaspartikel zur Isolierung von Nukleinsauren in 
nativerForm. 
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FIG i 
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Waschen 
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• = Bead 

— ( = Antfkorper 
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• -Ww*)' %»p. 













FIG 2 



MWMIII V38/2 | V38/3 | V38/4 

2 3 1 2 3 1 2 3 




1 2 12 3 1 2 K 
V38/2 | V38/3 | V38/4 

FIG 3 

BEST AVAILABLE COP' 
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FIG 4 



10 11 12 
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Recherchierter Mindcstprilfstoff (fGassifikauonssystern und Klasafikaoonssymbole ) 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, sowcit diese unto- die rechercnieiten Gebiete fallen" 



Wahrend der intemationaien Recherche konsullierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe)" 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unler Angabe der in Betracht kommenden Tdle 



Betr. Anspruch Nr. 



EP,A,0 343 934 (ALCAN INT LTD) 29. November 
- 1989 

siehe das ganze Dokument 

DE,A,43 07 262 (BERGEMANN CHRISTIAN) 

8. September 1994 

siehe das ganze Dokument 

GB,A,2 116 206 (KMS FUSION INC) 

21. September 1983 

siehe das ganze Dokument 

W0,A,88 06633 (ARNOLD LYLE JOHN JR ; NELSON 
NORMAN CHARLES (US); REYNOLDS MARK ALA) 
7. September 1988 

siehe Seite 18, Zeile 21 - Zeile 27; 
Beispiele 1,2 



-/■ 



1-7,9-13 
1-7,9-13 
1-5,11 
1-13 



X| Weitere Veroffentlichungen and der Fortsetzung von Fdd C zu fyH 
I— J entnehmen |A | 



Siehe Anhang Patentfamilie 



* Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentkchungen 
*A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert. 
abcr nicht als besonders bedeutsaro anzuschen ist 

' E ' uteres Dokument, das jedoch erst am oder nach den intemationaien 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" VerofTentlichung, die geeignet ist, einen Priohtatsanspruch zweifdhart er- 
schanen zu lass en, oder durch die das VerofTenttichungsdatum ciner 
anderen im Recherchenbericht genannten VerofTentlichung bclcgt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
awgefuhrt) * x 

*0" VerofTentlichung* die sich auf one mundliche Offenbarung. 

one Benutzung, cine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezicht 

P^ VerofTentlichung, die vor dem intemationaien Anmeldedatum, aber nach 

dm hMnomipktra Dn Atit«M.tii_ ~ rr .i . ■ „_ , . . 



Spatere VerofTentlichung, die nach dem intemationaien Anmeldedatum 
oder dem Pnontatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmctdung nicht koUidiert, sondcra nur zumVerstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegendcn Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
ineofic angegeben ist 

•X" VerofTentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfmduns 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"V VeroffcnUichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erflndunz 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet " 
werden, wenn die Veroffentlichung mil oner oder mehreren anderen 
Veroffcndichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
djese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 



ll.Oktober 1996 


Absendedatum des intemationaien Recherchenbericnts 

05. 11. 98 


Name und Postanschrift der Internationale Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, PJB. 581 8 Patenttaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. ( + 3170) 340-2040, TX 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Intcn na\es Aktenzdchcn 

PCT/EP 96/02459 




FcrmWMl PCT/ISA/21D (Fertsetzung von Bl«u 2) 
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INTERNATIONALE!* RECHERCHENBERICHT 

Angaben ru Veroffenthchungen, die zur selben PatentfarmUe geharen 



Inter. inales Aktenzeichen 

PCT/EP 96/02459 



Im Recherchcnbericht 
angefiihrtes Patentdokument 



Datum der 
Verbffenilichung 



MitgHed(er) der 
Patentfamilie 



EP-A-0343934 



Datum der 
VeroffenUichung 



29-11-89 



AT-T- 
DE-D- 
DE-T- 
ES-T- 
JP-A- 
US-A- 



117829 
68920778 
68920778 
2066851 
2038318 
5039559 



15- 02-95 
09-03-95 
18-05-95 

16- 03-95 
07-02-90 
13-08-91 



Ut M Hju/ lOl 


no Aft nil 


KEINE 








01 Aft O 

21-09-83 


US-A- 


4448884 


15-05-84 






CA-A- 




TO Q7 QC 






FR-A- 


2522678 


09-09-83 






JP-C- 


1306775 


13-03-86 






JP-A- 


58165787 


30-09-83 






JP-B- 


60030510 


17-07-85 






SE-B- 


455310 


04-07-88 






SE-A- 


8301015 


04-09-83 


WU-A-ooUobii 


07-09-88 


AT-T- 


107654 


15-07-94 






AU-A- 


1426988 


26-09-88 






DE-D- 


3850273 


28-07-94 






DE-T- 


3850273 


29-09-94 






EP-A- 


0281390 


07-09-88 






ES-T- 


2054797 


16-08-94 






JP-T- 


1502319 


17-08-89 






KR-B- 


9600479 


08-01-96 


US-A-4554088 


19-11-85 


CA-A.C 


1254028 


16-05-89 






DE-A- 


3485332 


23-01-92 






EP-A- 


0125995 


21-11-84 






EP-A- 


0357593 


14-03-90 






JP-B- 


7006986 


30-01-95 






JP-A- 


60001564 


07-01-85 






JP-A- 


8009995 


16-01-96 






WO-A- 


8806632 


07-09-88 






US-A- 


4628037 


09-12-86 






US-A- 


4695392 


22-09-87 






US-A- 


4695393 


. 22-09-87 






US-A- 


4698302 


06-10-87 






US-A- 


4672040 


09-06-87 



Foxmblatt PCT/ISA/21B (An hang Pitentf»mitie)(JuJi 1993) 



